Efeito do extrato de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) sobre enzimas chaves

relacionadas a diabetes e a obesidade - um ensaio in vitro.
RESUMO

O cubiu é um importante recurso para a populagdo amazénica, sendo usado
popularmente como medicamento natural para o controle da glicemia e colesterol
séricos. Testes de inibicdo de enzimas que participam do metabolismo dos carboidratos
e lipideos foram feitos utilizando o método indireto fluorimétrico. Os extratos de cubiu
hidroetandlico (ECHE), aquoso (ECA), metanolico (ECM) e hidrometanolico (ECHM)
inibiram a enzima a-glicosidase (Clsp=6,44+0,1 pg/mL, 8,2+0,9 pg/mL, 7,8+0,4 pg/mL
e 6,4+0,3 pg/mL, respectivamente). N&o foram observados resultados inibitorios sobre
a enzima a-amilase, no entanto, o extrato aquoso e metandlico inibiram a lipase,
(35,3+15,3% e 44,8+8,3%, respectivamente). O uso popular do fruto no tratamento da
salde pode ser em decorréncia desses achados, no entanto, outras propriedades do
cubiu, como seu alto teor de fibras e suas propriedades antioxidantes pode também estar
relacionado a suas propriedades benéficas, dando abertura para futuros estudos em
relacdo a esse uso.
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INTRODUCAO

O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é um valioso recurso para a populacdo
amazonica devido ao seu valor nutricional, por ser usado como fitoterapico e também
por ser atil como  cosmético (Silva  Filhoetal. 2005). A populagdo
ainda utiliza o cubiu como medicamento natural na contencéo do prurido da pele e para
0 alcance dos niveis normais do colesterol, glicose e acido Urico. Economicamente
0 cubiu tem se mostrado uma importante matéria-prima para a agroindistria, pois a
planta é de cultivo facil produzindo uma grande quantidade de frutos e podendo
alcancar a marca de 100 toneladas por hectare (Silva Filho et al.1997).

Ademais, o fruto também apresenta macroelementos como o ferro, cobalto,

zinco, crémio, célcio, potassio, magnésio e sodio (Yuyama et al. 2007). Fato relevante,



pois 0 consumo de macronutrientes na alimentacdo é um fator determinante no
equilibrio energético e na manutencdo da massa corporal saudavel (Hermsdorff et
al. 2007).

Além desses macroelementos, 0 cubiu possui em sua composicdo a niacina, acido
citrico e pectina — fibra alimentar (Silva Filho et al. 1997). A pectina possui a
capacidade de retardar o esvaziamento gastrico aumentando a sensacdo de saciedade
(Yuyama et al. 2002). Segundo Eufrasio et al. (2009), as fibras resistem a agdo do
sistema digestorio, possuindo funcdes como regularizacdo do transito intestinal e
controle da glicemia. Nesse contexto, trabalhos mostram que o consumo na dieta
alimentar de fibras sollveis em agua, como a pectina, reduzem os niveis de colesterol
sérico e hepatico (Piedade e Canniatti-Brazaca 2003). Além da fibra alimentar, o cubiu
possui baixas concentracdes de carboidratos e lipidios, possuindo também um baixo
valor energético (Yuyama et al. 2007).

Em conjunto, todas essas caracteristicas citadas oferecem ao cubiu uma opc¢édo para
guiar a alimentacdo de pessoas com sobrepeso e obesidade e também para aqueles que
necessitam reduzir a ingesta calorica por outra necessidade (Yuyama et al. 2007).

Além da ingesta de alimentos o que pode ser alterado para colaborar com o
tratamento da obesidade, e outras comorbidades, € influenciar na absorcdo dos
nutrientes. Para a adequada absorcdo e digestdo dos alimentos, o sistema digestério
possui glandulas complexas associadas, como as glandulas salivares, o figado e o
pancreas, que produzem secrecdes, liberando enzimas para a digestdo e emulsificacdo
dos alimentos (Guyton e Hall 2006). Entre uma gama de enzimas produzidas pelas trés
estruturas citadas, tem-se a a-amilase, a lipase e a a-glicosidade, enzimas que serdo

avaliadas no presente estudo.



Uma das formas importantes no tratamento da obesidade inclui o desenvolvimento
de inibidores enzimaticos, diminuindo a ingestdo de energia por meio de mecanismos
gastrintestinais, sem alteracdo nas a¢6es do sistema nervoso central. A inibicao da lipase
pancreatica € uma forma amplamente difundida e estudada para estabelecer a eficiéncia
da fitoterapia no tratamento da antiobesidade (Souza et al. 2012).

Segundo Fariaetal., (2010), o orlistate e o cetilistate sdo drogas inibidoras das
lipases pancreaticas e gastrointestinais, as quais induzem um saldo energético negativo
ao inibir a quebra dos triglicerideos ingeridos na alimentacdo, reduzindo a absor¢édo
de monoglicerideos e acidos graxos, auxiliando no tratamento da obesidade. E segundo
Boniglia, et al., (2008) existe uma variedade de preparacfes vegetais para o tratamento
da obesidade, tendo como objetivo a diminui¢cdo da absorcdo de gordura pelo trato
gastrointestinal.

Ja inibidores das a-glicosidases (acarbose e miglitol, por exemplo) sdo agentes
utilizados no tratamento do diabetes mellitus (DM) (Melo e Carvalho, 2006). Esses
inibidores das glicosidases retardam a absor¢do de carboidratos e seu efeito é na
glicemia pos-prandial (Wannmacher 2005).

Assim como relatam Krentz e Bailey (2005), o método de acdo de muitas drogas
disponiveis comercialmente para o tratamento de pacientes que possuem DM ndo
dependente de insulina, ¢ a inibicdo das enzimas pancreaticas o-amilase e o-
glucosidase.

Portanto, medicamentos sintéticos ou fitoterapicos, inibidores das enzimas a-amilase
e a-glucosidase, sdo utilizados para a manutencdo dos niveis normais da
glicemia tanto em pessoas com DM tipo 2 assim como em individuos com obesidade

e/ou hipertenséo, por meio da diminuicdo da quebra do amido e tambem da diminuigédo



da absorcéo de glicose (Kwon et al. 2006). A inibicdo em longo prazo da a-amilase é
utilizada isoladamente no tratamento da obesidade (Koike 2005).

Apesar do amplo uso de drogas inibidoras dessas enzimas, as mesmas tém
importantes efeitos colaterais como distensdo abdominal, flatuléncia, meteorismo e
graves quadros de diarreia causados pela inibicdo excessiva da a-amilase. Esse amplo
quadro de efeitos adversos acarreta a busca de inibidores a partir de fontes naturais com
grande atividade inibitéria da a-glicosidade e leves efeitos daatividade da a-
amilase (Adamson e Ganiyu 2012).

A partir disso, o presente estudo corrobora com outros estudos recentes, na procura
de alternativas coadjuvantes para o tratamento de doencas em destaque na sociedade
atual, como obesidade e diabete mellitus tipo 2, tendo como objetivo a avaliacdo do
efeito do extrato do cubiu em relagédo as enzimas supracitadas.

MATERIAL E METODOS

Os extratos de cubiu aquoso (ECA), metanodlico (ECM), hidrometandlico
(ECHM) e hidroetandlico (ECHE), prontos, foram gentilmente cedidos pela orientadora
do projeto, professora Dra. Denise Morais Lopes Galeno e partir da aquisicdo dos
mesmos, os testes foram iniciados.

Os testes de inibicdo enzimatica foram realizados em microplacas de fundo chato
(Global Trade) com 96 pocos e a leitura efetuada em Leitor de Microplaca (DTX 800,
Multimode Detector, Beckman Coulter), por meio de um método indireto fluorimétrico.
Todos os testes foram realizados em triplicata. A partir dos resultados de porcentagem
de inibicdo foi calculada a concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica
(Clsp). Essa medida representa a eficacia de um composto na funcdo bioldgica de

inibicdo (Souza 2011), o que representa sua importancia nesse estudo.



O efeito inibitorio das enzimas foi comparado com o efeito das drogas padrbes
utilizadas nas concentracdes a partir de 50 mg/mL, em concentracfes decrescentes.
Teste de inibicdo da a-amilase salivar

O teste de inibicdo da a-amilase foi realizado de acordo com Subramanian et al.,
(2008) com algumas modificacbes. Nos pogos teste foram adicionados 30 pL dos
extratos de cubiu, em concentracGes decrescentes a partir de 50mg/mL, diluido em
DMSO (50 % v. v.) (Proquimicos, Bangu, Rio de Janeiro, Brasil) e 100 uL da enzima a-
amilase (3.3 U; Sigma Aldrich Chemical, Co, USA) diluida em tampdo fosfato de
potassio, pH 6.9 (20 mM) na concentracdo de 1 mg/mL. A placa foi incubada a 37° C
por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 170 pL da solugdo da amilase (CNPG
LIQUIFORM) em cada um dos pocos. Foi feita a primeira leitura no leitor ELISA em
absorbancia de 405nm. As amostras foram homogeneizadas para evitar a formacéo de
duas faces e incubadas por mais 15 a 25 minutos, seguidas pela leitura a 405 nm (DTX
800, Beckman, CA, USA). Foi utilizado o DMSO (dimetil- sulféxido) como controle
negativo e a acarbose (1-1000 pg/mL) como controle positivo utilizando as mesmas
condigdes do extrato. No branco foi adicionado 10 uL do extrato acrescido de 290 pL

de DMSO.

A inibicdo foi calculada utilizando a formula:

% de |nibi(}5-0 = 100 - (AbS final da amostra ~ Abs inicial da amostra/ Abs final do controle -

ADS inicial do controte) X 100

Teste de inibicao da a-glucosidase




A atividade inibitoria da a-glucosidase foi determinada de acordo com
Andrade-Cetto et al. (2008), com pequenas modificacdes, por meio da medicdo da
liberacdo de 4-nitrofenol a partir do 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (4-NPGP). Foi
utilizado tampao fosfato de potassio 10mM, pH 6,9, 5mM de 4-NPGP, 2U da enzima
obtida de Saccharomyces cerevisae E., cubiu, DMSO como controle negativo e
acarbose como controle positivo nas mesmas concentracfes do extrato. Os testes foram
feitos em triplicata com as concentraces iniciadas em 50 mg/mL que sofreram
diluicdes seriadas (5-8 vezes).

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 30 pL do cubiu, DMSO ou acarbose com
170 uL da enzima a-glucosidase, que foram incubados a 37° C por 2 minutos. Depois
foram adicionados em cada poco 100 pL do reagente de cor 4-nitrofenil-a-D-
glucopiranosideo (Sigma) e foi feita a primeira leitura no leitor de Elisa numa
absorbancia de 405 nm. A placa foi homogeneizada e incubada mais uma vez, nas
mesmas condig¢des, por um periodo de 15 minutos. Apds foi feita uma segunda leitura

no mesmo comprimento de onda. A inibicao foi calculada usando a formula abaixo:

% de Inibi¢&o = 100 - (ADS final da amostra = ADS inicial da amostra/ ADS final do controle =

Abs inicial do controle) x 100

Teste de inibicdo da lipase

Para a determinacdo da atividade inibitéria da lipase foi utilizado o
procedimento descrito por Slanc et al. (2009). Foi preparada uma solucéo (0,5 mg/mL)
de lipase do porco (Sigma, Steinheim, a Alemanha). O reagente de cor foi preparado a
partir de uma solucdo 10 mM de p-nitrofenilpalmitato (PNP) (Sigma, Steinheim, a

Alemanha) em acetonitrila na concentragdo final 3,33 mM. O cubiu e o Orlistat foram




diluidos 5 vezes em sequencia, a partir da concentracdo de 50 mg/mL e 1 mg/mL
respectivamente. A composi¢dao da mistura da rea¢ao foi: 20 pL do cubiu, DMSO
(controle negativo) ou droga controle positiva (orlistat) acrescida de 180 puL da enzima
que foram incubados por 2 minutos a 37 °C. Apos, foi adicionado 130 uL do tampé&o
Tris-HCI (75mM; pH=8.5) seguido pela primeira leitura a 415 nm. A segunda leitura foi
feita apds 15 minutos da adicdo de 20 uL de PNP, o reagente de cor, e absorbancia lida
novamente no mesmo comprimento de onda. A inibicdo foi calculada segundo a

férmula:

% de Inibigéo =100 - (AbS final da amostra — Abs inicial da amostra/ Abs final do controle —

Abs inicial do controle-) x 100

RESULTADOS
Teste de inibicdo da a-amilase

Foram utilizados quatro tipos de extratos do fruto cubiu: extrato do cubiu aquoso
(ECA), metandlico (ECM), hidrometandlico (ECHM) e hidroetanélico (ECHE).
Nenhum dos extratos na concentracdo de 50 mg/mL foi capaz de inibir a enzima citada,
como mostra a tabela abaixo, ou seja, nenhum foi capaz de inibir mais de 50% a

enzima.




Em contraponto com os resultados encontrados acima, quando foi utilizada a acarbose,

droga padréo utilizada no teste, a inibicao da referida enzima foi observada e o valor de

Clso foi de 999,3 £ 7 pg/mL, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Inibicdo da a-amilase pela acarbose. Os dados foram expressos como Clg, (média + desvio

padrdo da média dos valores em triplicatas).

Teste de inibi¢do da a-glicosidase

Diferentemente do que foi observado com a a-amilase, os extratos utilizados

foram capazes de inibir a a-glicosidase, sendo calculados os valores de Clsp que foram

de 6,44+0,1 pg/mL; 8,2+0,9 pg/mL,; 7,8+0,4 ug/mL e 6,4+0,3 pg/mL; para os extratos

do cubiu hidroetandlico, aquoso, metandlico e hidrometandlico, respectivamente

(Figura 2).
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Figura 2: - Inibigdo a-glicosidase. Inibi¢do da a-glicosidase pelo extrato do cubiu hidroetandlico (A), pelo
extrato do cubiu aquoso (B); pelo extrato do cubiu metandlico (C) e pelo extrato do cubiu
hidrometanolico (D). Os dados foram expressos como Clsg (média + desvio padrdo da média dos valores
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em triplicatas).

utilizada nesse teste, com Clsp = 0,8 £ 0,1 pg/mL, sendo mais eficaz na inibicdo em

Na Figura 3 temos a inibigdo da a-glicosidase pela acarbose, droga padréo

comparagdo com os extratos utilizados.
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Figura 3: Inibicdo da a-glicosidase pela acarbose. Os dados foram expressos como Clsy (média + desvio
padréo da média dos valores em triplicatas).

Teste de inibicdo da lipase
Nos testes, utilizando os quatro tipos de extratos citados anteriormente,
observou-se que ao utilizar concentracGes a partir de 50 mg/mL, apenas 0 extrato
aquoso (ECA) e o metandlico (ECM) foram capazes de inibir a lipase e os valores de
inibicdo foram respectivamente de 35,3+15,3% e 44,8+8,3%. Pelos resultados obtidos
ndo foi possivel o calculo da Clsy, visto que os valores encontrados ndo atingiram a
porcentagem de 50% de inibicé&o.
Quando foi feito o teste com a droga padrdo - orlistat — observou-se que a
capacidade de inibicdo foi superior a capacidade dos extratos aquoso e o metanolico.
Como mostrado na Figura 4, o orlistat inibiu a enzima lipase de maneira mais eficiente,

cujo valor da Clsg foi de 0,02 + 0,0 pg/mL.
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Figura 4: inibicdo da lipase pelo orlistat. Os dados foram expressos como Cls, (média * desvio
padrdo da média dos valores em triplicatas).

Atentando para o fato que nos ultimos anos ndo foram encontrados muitos
estudos que avaliam a capacidade inibitoéria de enzimas como o-amilase a partir de
frutos ou de seus componentes (Gongalves 2008), o presente estudo pode e deve
contribuir para comparacdes futuras.

Segundo Gongalves (2008), o cubiu possui &cido ascérbico, um composto com
propriedades antioxidantes. A reacdo entre esses compostos e as enzimas digestivas
pode permitir aléem dos efeitos hipoglicemiantes, alternativas que possam auxiliar no
tratamento da diabetes e da obesidade. No nosso estudo, ndo foi detectada atividade
inibitoria sobre a enzima a-amilase. Entretanto, constatamos atividade inibitoria sobre a
a-glucosidase, sendo que os extratos ndo foram téo eficientes quanto a droga padréo
utilizada, cujo valor da Clsg foi de 0,8 = 0,1 pg/mL. Os valores de Clsy para 0s extratos
do cubiu hidroetandlico, aquoso, metanolico e hidrometandlico encontrados foram de

6,44+0,1 pg/mL; 8,2+0,9 pg/mL; 7,840,4 ug/mL e 6,4+0,3 pug/mL, respectivamente.



Estudos utilizando extratos Eugenia punicifolia em testes de inibicdo enzimatica
encontraram atividade inibitéria em ensaios in vitro sobre a a-glicosidase maior quando
comparada a atividade inibitoria sobre a-amilase. Os valores Clsy foram de 122,8+6,3
pug/mL e de 2,9+0,1 ug/mL em relagdo a a-amilase e a-glicosidase, respectivamente.
Essa planta também possui atividade antioxidante, e pelo conjunto de suas propriedades
foi considerada favoravel ao uso para prevencdo e tratamento da sindrome metabdlica
(Galeno et al. 2014).

Segundo Podsedek, et al. (2014), a o-glicosidase é uma das enzimas
responsaveis por hidrolisar carboidratos da dieta em dissacarideos e monossacarideos,
fazendo com que mecanismos que inibam essa hidrolise seja Gtil para o tratamento de
pacientes insulino-dependentes, ja que vai ocorrer a diminuicdo da liberacdo da glicose
no sangue.

Adyanthaya et al., (2010) relataram que o retardo na absorcdo dos carboidratos
pela inibicdo de enzimas digestdrias desempenha um papel chave no controle do DM e
pode explicar os efeitos hipoglicemiantes em modelos animais.

Visto que os extratos de cubiu apresentou essa atividade inibitoria sobre a a-
glicosidase, deve-se pensar na possivel utilizagdo desse fruto, em diversas formas de
apresentacdo, para o controle fitoterdpico concomitante com o tratamento
medicamentoso em comorbidades como a obesidade e 0 DM.

Acerca dos testes com a lipase, observamos que nem todos os extratos tiveram
alguma porcentagem de inibicdo enzimética considerada satisfatdria. Observou-se que
apenas o extrato aquoso (ECA) e o metanolico (ECM) foram capazes de inibir a lipase e
os valores de inibicdo foram respectivamente de 35,3+15,3% e 44,8+8,3%, ou seja,

tiveram alguma atividade inibitoria, porém nédo a ponto de inibir 50% da enzima.



Slanc, et al. (2009) consideraram irrelevante uma inibicéo in vitro menor que 40%
nos ensaios com a enzima lipase, uma vez que orlistat, um inibidor irreversivel da
lipase, in vivo permite uma reducdo de 30% da absorcdo de lipidios.
Portanto, a inibicdo in vitro inferior a 40% para esses autores foi considerada
irrelevante. Nesse mesmo estudo, os autores observaram que a maioria dos extratos
utilizados como, por exemplo, Musa sapientum L., Salvia officinalis L., Cnicus
benedictus L. e Solanum tuberosum L. apresentaram atividade inibitoria. Interessante
notar que esse Ultimo extrato citado pertence a mesma familia do cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal), e como foi demonstrado, apresentou uma porcentagem
de inibicdo de 44,8+8,3%, quando foi feito o teste com o extrato de cubiu metanolico.

Apesar dessa porcentagem de inibicdo, vale pensar se mesmo assim nao seria
uma forma de ajudar aqueles que buscam perder peso de forma saudavel, ja que
diversos estudos salientam que mesmo uma pequena perda de peso (de 5% a 10%), ndo
importando a maneira com que essa perda seja conseguida, esta diretamente ligada com
baixos indices de DM tipo 2 e também com uma melhora do perfil de risco
cardiovascular (Faria et al. 2010).

Como as denominadas doencas cronicas ndo transmissiveis, como o DM tipo 2 e
a obesidade chamam cada vez mais atencdo por suas proporcées epidémicas no mundo,
atingindo todas as idades e classes sociais (Coolins et al.2007), isso acarreta uma
acentuada busca de alternativas para a prevencéo e tratamento de tais enfermidades.

Além das propriedades inibitdrias do cubiu encontradas no presente estudo, em
conjunto com seu amplo aspecto de teores nutricionais, pode ser uma boa alternativa
alimentar tanto para aqueles que buscam uma vida saudavel quanto para aqueles que

querem um auxilio no tratamento de tais doencas.
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